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primarily  to  ACE2  on  target  cells  and  is  then  processed  by  membrane  proteases,  including 






(RBD)  interacted  only weakly.  Spike  protein  associated with  cells  independently  of ACE2  and 
TMPRSS2, while RBD required  the presence of high  levels of ACE2  for  interaction. As  the spike 


























































































































































assays, proteoglycans were  added  at  the  same  time  as  the  spike proteins. Wells were 













reported  to have very  low ACE2 mRNA  levels  [14,15]. ACE2‐transfected HEK293 cells 
expressed 357‐fold higher ACE2 than wild‐type (wt)HEK293 but had similar TMPRSS2 
levels (Figure 1). HaCaT skin keratinocytes had the highest native ACE2 mRNA expres‐
sion  (2.3‐fold higher  than wtHEK293) but  there was very  low expression of TMPRSS2 
(Figure 1). HCE‐2 corneal epithelial cells were also investigated due to the proposed role 
of the ocular surface as a route of infection [16] but little or no ACE2 or TMPRSS2 expres‐





























































nM  and  49.1  nM,  respectively)  (Figure  3B).  In  contrast, wtS1S2  also  associated with 
wtHEK293 cells expressing very low levels of endogenous ACE2, albeit at a slightly lower 













































































































































  wtS1S2 UFH  mS1S2 UFH  RBD UFH 
EC50 (M)  6.791 x 10‐9  2.178 x 10‐7  8.184 x 10‐7 
 
  wtS1S2 Dalt  mS1S2 Dalt  RBD Dalt 


















rinase  treatment of  trypsinised  cells  caused only  a  small, non‐significant  reduction  in 










arinase  treatment. Alternatively, wtS1S2 may bind  to GAGs other  than HS. However, 




















































































We demonstrate  that UFH and,  to a  lesser extent, LMWH are potent  inhibitors of 
S1S2  interaction with human cells. Heparin has been demonstrated  to  interact with re‐
























parin despite  the  inhibitory nature of  the  two compounds on Factor Xa [12]. Fully sul‐
phated long‐chain‐length heparins are required to inhibit wtS1S2 interactions with cells, 
again  suggesting  that multiple  interactions between spike proteins and heparins  is  re‐
quired for optimal inhibitory activity. Agents that can bind GAGs, surfen and protamine 
sulphate, can inhibit wtS1S2 binding at low concentrations and promote binding at higher 
















Using  a  simple  binding  assay, we  have  characterised  a  temperature‐dependent, 
ACE2‐independent binding of a  recombinant  form of SARS‐CoV‐2 S1S2  spike protein 
with a range of human cells. A limitation of our study is that we have not explored the 
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